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(54) Production de dextrane 

(57) L'invention concerne une souche bact^rienrie 
produisant du dextrane, un proc^d de production de 
dextrane, un precede de productton d'un additif conte- 
nant une enzyme impliqu^e dans la biosynth^se du 
dextrane ainst que futjlisation de ce dextrane. de cette 
enzyme et/ou d'une souche productrice de ce dextrane 
et de cette enzyme dans la fabrication d'uhe composi- 
tion alimentaire ou cosm6tique. 
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Descripti n 

La pr6sente invention a pour objet une souche bacterienne produisant du dextrane, un proc6d6 de production de 
dextrane. un proc^6 de production d'un additif contenant une enzyme impliqu6e dans la biosynth^e du dextrane ainsi 
5 que I'utilisation de ce dextrane. de cette enzyme et/ou d une souche productrice de ce dextrane et de cette enzyme 
dans la fabrication d'une composition alimentaire ou cosm6tique. 

ETATDE LA TECHNIQUE 

10 Le dextrane est un polysaccharide fbrm^ d'unit^s de glucose dont Tallongement des chaines est catalyst par la 
dextrane-suaase. La biosyrithdse du dextrane a ^16 mise en Evidence chez de nombreuses bact^ries, notamment 
Chez les Streptococcus mutans, chez \es Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides et chez les Leuconostoc 
mesenteroides ssp. dextranicum. Les Leuconostoc produisent Tenzyme. la dextrane-sucrase, et la sea^tent dans le 
milieu de culture en presence de saccharose. Cette enzyme, la dextrane-sucrase, synth^tse alors le dextrane k partir 

15 du substrat, le saccharose. Le dextrane trouve son application dans ptusieurs domaines. 11 est notamment utilise en bio- 
chlmie comme support pour la chromatographie par filtration sur gel du type Sephadex. De plus, dans le domaine th6- 
rapeutique. il est utilise comme succ6dane du plasma sanguin (Biochimie g§nerale - J.H. WEIL - Masson 6feme edf* - 
1990 -p171). 

De plus, le dextrane synthetis6 par une souche de Leuconostoc dextranicum trouve son applicatbn dans I'industrie 
20 alimentaire pour la texturation de conpositions alimentaires, tels que les yogourts, les crimes dessert, les boissons k 
base de lait et les sauces k salade: Ainsi. EP 0363633 met en Evidence la synthase de dextrane par une souche de 
Leuconostoc dextranicum et en particulier par la souche de Leuconostoc dextranicum NRRL-B- 1 8242. Ce document 
d6crit notamment une composition contenant le dextrane synth6tis6 par cette bact^rie et I'utilisation de cette composi- 
tion dans le domaine alimentaire. 
25 Par ailleurs. la taxonomie des souches bacteriehnes du genre Leuconostoc a 6t6 ptusieurs fbis rennani^e. 

Ainsi. Garvie et al. (International Journal of Systematic Bacteriology, 1 18-1 19, 1983) d6crivent la taxonome des 
souches bact^riennes du genre Leuconostoc ^tablie selon un crit^re d'homologie au niveau de Tadde d6soxyribonu- 
cl^ique (ADN). Les bact^ries, prec^emment ctassees comme des Leuconostoc mesenteroides, 64s Leuconostoc 
dextranicum et des Leuconostoc cremoris, bien que de ph^notype different, presentent une tres grande homologie au 
30 niveau de Teur ADN. Aussi. selon cette taxonomie. ces bactdries sont des sous-esp6ces de Leuconostoc 
mesenteroides 6\ sont d4nom6es respectivernent; Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides, Leuconostoc 
mesenteroides ssp. dextranicum et Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 

De plus. J.B. Milliere et al. (Journal of Applied Bacteriology. 67. 529-542. 1989) d6crivent une analyse taxonomi- 
que, effectu^e sur 81 souches du genre Leuconostoc, dont 1 1 souches de Leuconostoc! nresenteroides ssp. cremoris. 
35 Cette analyse s'appuie sur la taxonomie etaWie par Garvie et al. et est bas6e. notamment. sur les crit^res suivants: 
capacity de ces souches k fermenter les diff^rents sucres. capacity de ces souches k utiliser le citrate et capacite de 
ces souches k produire du dextrane. Ce document constate le fait qu'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris ne synth^tise pas de dextrane. De plus, une telle souche se distingue et se def init par le fait qu'elle ne fer- 
mente pas les pentoses. 

40 Jusqu*^ ce jour, aucune souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris capable de synth§tiser du dextrane 
n'a 6t6 isol6e. Or. Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris presente une importance majeur dans la fabrication de 
conopositions laitidres, telles que les sp^ialit^s ferment^es type yogourt ou les crimes taiti§res. par exemple. 11 serait 
done tr^ int^ressant de pouvoir utiliser de telles bact^ies capables de synlh^tiser du dextrane, pr^sentant une texture 
el un gout agr6ables, de mani^e k texturer notamment ce type de compositions alimentaires. 

45 La presente invention a pour but de r^pondre k ce besoin. 

RESUME DE UINVENTIQN 

A cet effet, la presente invention a pour objet une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant 
50 du dextrane, notamment les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 et CNCM 1-1693. 

La pr6sente invention a 6galement pour ot^et un proc6d6 d'utilisation d'une souche de Leuconostoc mesenteroi- 
des ssp. cremoris pour la fabrication d'une composition alimentaire ou cosm6tique. 

Un autre objet de la pr6sente invention est un proc6d6 de production de dextrane de Leuconostoc mesenteroides 
ssp. cremoris. 

55 La pr^ente invention concerne ^galement une composition alimentaire ou cosm^tique, k laquelte on incorpore au 
cours de sa preparation du dextrane obtenu par la mise en oeuvre de ce proc6d6. 

De plus, la presente invention a pour o^et un proc^e de production d'un additif contenant de la dextrane-sucrase 
active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 



2 



EP 0 881 283 A1 



Enfin. fa pr^ente invention concerne une composition alimentaire ou cosm6tique. k laquelle on incorpore au cours 
d sa preparation un additif contenant de la dextrane-sucrase active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'lNVENTIQM 

5 

La pr6sente invention a done pour objet une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp, cremoris produisant du 
dextran . On a pu isoler des souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane. Aussi. tou- 
tes les souches dQ Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane sont connprises dans la pr^sente 
invention. 

w On a isol6 notamment d'une cr6me Suisse une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris et on a cons- 
tats avec surprise qu'elle pr6sente la propri6t6 remarquable de synth6tiser du dextrane k la texture et au gout agr6a- 
Wes. Cette souche a 6t6 deposee le 18/04/96. selon te trait6 de Budapest, k la Collection Nattonale de Cultures de 
Microorganismes. INStlTUT PASTEUR, 25. ruedu Docteur Roux. F-75724 PARIS CEDEX 15 ou elle a regu le numerd 
ded6pdtCNCM 1-1692; 

15 De plus, on a isol6. par selection naturelle d partir de la souche CNCM 1-1 692. une souche de Leuconostoc mesen- 
teroides ssp. cremoris qui pr§sente Sgalement la propriety renaarquaWe de synth6tiser du dextrane k la texture et au 
gout agr^ables. Cette souche a et6 d6pos6e le 1 8/04/96, selon le traits de Budapest, k la Collection Nationale de Cul- 
tures de Microorganismes, INSTITUT PASTEUR. 25, rue du Docteur Roux. F-75724 PARIS CEDEX 15 ou elle a regu 
le numero de d6p6t CNCM 1-1693. 

20 Des details sur ces souches concernant notamment leur morphologie, la fermentation des sucres et autres sont 
donn6s d-apr6s. 

Morphologie 

25 - Microorganismes Gram positif. 
Catalase n^atve. 
A^robie facultative, 
Cocci 



30 Fennentatlon des sucres 

Pas de production d'acide lactique k partir des pentoses. D et L-arabinose. D et L-xylose et D et L-ribose: 
Production d'acide lactique a partir du lactose par la souche CNCM I- 1 692. 
- Pas de production d'acide lactique k partir du lactose par la souche CNCM 1-1693. 

35 

Autres 

Souches synth6tisant du dextrane. polysaccharide ayant des propri6t§s texturantes remarquables. 

40 Selon la pr6sente invention, on peut done isoler egalement une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris ne fermentant pas le lactose, telle que CNCM 1-1693. par exemple. 

Une souche pr6f6r6e selon la pr6sente invention produit le m§me dextrane que la souche CNCM 1-1692 ou que la 
souche CNCM i-1693. 

La pr6sente invention a 6galement pour objet un proc6d6 de production de dextrane, dans lequel on inocule avec 
45 une prSculture rfune souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon I'invention un milieu contenant du 
saccharose, on laisse fermenter k 25-35" C pendant 10-20 h. puis on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue k 5-5.5 
avant de la stocker ^ 0- 1 0° C pendant 1 6-48 h. 

On peut inoculer avec une pr6culture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon I'invention 
un milieu contenant au rooins 2% de saccharose, de mani6re k permettre la production de dextrane-sucrase et la syn- 
50 th6se de dextrane dans le milieu de culture, par exemple. 

On peut inoculer avec 0.2-3% d'une pr^culture d une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
la pr6sente invention, en particulier k partir de la souche CNCM 1-1692 ou de la souche CNCM 1-1693. un milieu con- 
tenant, 5-12% de milieu MSK (lalt de vache 6CT6m6) suppl6ment6 avec 0,05-0,2% d*extrait de levure et avec au moins 
2% de saccharose, par exemple. On peut laisser fermenter k 25-35° C pendant 10-20 h. tout en maintenant le pH k 6- 
55 7,3, par exemple. Puis, en fin de fermentation, on peut abaisser le pH de la culture ainsi obtenue k 5-5,5 par addition 
d'acide lactique. par exemple. Puis on stocke done la culture ^ 0-10** 0 pendant 16-48 h. 

On peut Egalement inoculer avec 0,2-3% d'une pr^culture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris selon la pr6sente invention, en particulier k partir de la souche CNCM 1-1692 ou de la souche CNCM 1-1693, 
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un milieu contenant O.OSO.2% rfextrait de levure, avec au moins 2%de saccharose, par exerrple. On peut laisser fer- 
menter k 25-35° C pendant 10-20 h. tout en maintenant le pH k S-7.3, par exemple. En fin de fermentation, on peut 
melanger cetle culture voiunne k volume avec du milieu MSK i 20%. de mani^re k 6viter. au cours de la fermentation. 
Ilnhibition de la production d Tenzyme dextrane-sucrase par le lactose contenu dans le milieu MSK, par exemple. On 
5 peut alors abaisser le pH de la culture ainsi obtenue k 5-5,5 par addition d'acid lactique, par exemple. Puis on stocke 
done la culture k 0-1 0** C pendant 1 6-48 h. 

On peut alors secher cette culture, de nrtani^re k obtenir une poudre de dextrane, par exemple. On peut s4cher 
cette culture par iyophtlisation ou par s^hage par atomisation, par exemple. 

La pr^sente invention a ^alement pour objet une composition afimentaire ou cosm^tique comprenant du dextrane 
10 de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d'§tre <^enu par la mise en oeuvre du proc6d6 dKiessus. 

Pour preparer une telle ccmposition, on peut incorporer du dextrane ainsi obtenu k un produit alimentaire ou cos- 
m6tique, tel qu'une poudre de lait. un yogourt. une sauce ketchup, une mayonnaise ou une cr6me pour ta peau, au 
cours de sa fabrication, par exemple. 

I_a pr^sente invention concerne 6galement un proc6d6 de production d'un additif contenant de la dextrane-sucrase 
15 active, dans lequel on tnocule avec une pr§culture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
I'invention un milieu contenant du saccharose, puis on laisse fermenter k 25-35° C pendant 10-20 h. 

On peut inoculer avec une pr§cutture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon Vinvention 
un milieu contenant au moins 2% de saccharose, de mani^re k permettre la production de dextrane-suaase dans le 
milieu de culture, par exemple! 

20 On peut inoculer avec 0,2-3% tfune prteultcire d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
la presente invention, en particulier avec 0,2-3% d'une pr6culture de la souche CNCM 1 1692 ou de la souche CNCM 
1-1693, un milieu contenant 5-12% de milieu MSK (lait de vache 6cr6m6) suppl6ment6 avec 0.05-0,2% cTextrait de 
levure et avec au moms 2% de saccharose, par exemple. On peut laisser fermenter k 25-35* C pendant 10-20 h, tout 
en maintenant le pH ^ 6-7,3, par exeople. 

25 On peut Inoculer avec 0.2-3% d'une pr6culture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
ta pr6sente invention, en particulier avec 0,2-3% d'une pr^culture de la souche CNCM 1 1692 ou de la souche CNCM 
1-1693. un milieu contenant 0,05-0,2% d'extrait de levure et au moins 2% de saccharose, par exemple. On peut laisser 
fermenter k 25-35** C pendant 10-20 h. tout en maintenant le pH k 6-7,3. par exemple. En fin de fermentation, on peut 
melanger cette culture volume k volume avec du milieu MSK k 20%. de mani6re k 6viter, au cours de la fermentation. 

30 rinhibftion de la production de I'enzyme dextrane-sucrase par le lactose contenu dans le milieu MSK, par exemple 

On peut 6galement inoculer avec 0,2-3% d'une prdculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris selon la pr6sente invention, en particulier avec 0.2-3% d'une preculture de la souche CNCM 1-1692 ou de la 
souche CNCM 1-1693, un milieu de culture synth6tique contenant au moins 2% de saccharose, 1-3% de K2HP04. 0,2- 
1% d'extrait de levure. 0.2-1% de peptone. 0,0005-0.001% MnS04. . On peut laisser fermenter a 25-35** C pendant 7- 

35 1 2 h. tout en nrtaintenant le pH k 6-7.3. par exemple. 

Dans un premier mode de realisation pr^f^rd du proc^6 de preparation d'un addjtif contenant de ta dextrane- 
sucrase active, apr6s la fermentation, on ajuste le pH de la culture k 5*5,5, puis on skche cette culture, de mani^re k 
obtenir une poudre contenant la dextrane-suaase active. On peut ajuster le pH de ta culture par addition d'actde lacti- 
que. par exempie.On peut s6cher ta culture par lyophilisation ou par s6chagei par atomisation. par exemple. 

40 Dans un second mode de realisation pr^f^r^ du proced^ de preparation de la dextrane-sucrase active, on realise 
une separation sur la culture apr^s la fermentation, de mani^re k isoter te surnageant contenant la dextrane-sucrase 
active. On peut r^aliser cette separation par centrifugation k 15000-20000 g pendant 10-35 min ^ 2-6° C, par exemple. 

On peut ajuster le pH du surnageant k 4,9-5.7, stocker ce surnageant k 0-10* C pendant 15-30 h, puis precipiter 
les macronroiecules contenues dans ce surnageant, de mani^re k isoter un precipite contenant ta dextrane-sucrase, 

45 par exemple. On peut pr^dpiter les macromoiecules du surnageant avec du polyethyl6neglycol ou de I'ammonium sul- 
fate k 2-6* C sous agitation, par exemple. 

On peut ensuite effectuer une dialyse du pr6cipit6 contenant ta dextrane-sucrase, de manidre k ^carter les agents 
de precipitation, par exemple. 

Enfin, dans ce second mode de realisation pretere du present procede, on peut stocker te predpite contenant ta 

50 dextrane-suaase k une tenperature inf erieure k -4* C apres t'etape de precipitation ou apres l etape de dialyse, par 
exemple. 

La presente invention a egalement pour objet une composition alimentaire ou cosnrietique. comprenant un additif 
contenant de la dextrane-sucrase active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d'etre obtenu par la 
mise en oeuvre du proc6d6 ci-dessus. 
55 Pour preparer une telle composition, on peut incorporer un additif contenant de ta dextranesucrase active ainsi 
djtenue k un produit alimentaire ou cosm6tique, tel qu'une poudre de tait, un yogourts, une sauce ketchup, une mayon- 
naise ou une cr^e pour la peau. au cours de sa fabrication, par exempte. 

Enfin, la presente invention a egalement pour objet un precede dutilisation d'une souche de Leuconostoc mesen- 
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teroides ssp. cremoris selon ia pr6senle invention, pour la fabrication d'une composition alimentaire ou cosm6tique. 

Les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp, cremoris, la dextrane-sucrase produite par ces souches et le 
dextrane synthetis6 par ces souches selon ta pr6sente invention sont caract6ris6s plus.en details ci-aprds 4 1'aide de 
drff^rentes donnees nrdcrobiologiques I biochimtques illustrarrt feurs propri6t6s. Les pburcentages sont donnas eh 
5 poids sauf indication contraire. 

Recherche des souches de Leuconostocs produisant du dextran 

A partir d 150 souches Isolds soit de produits laitiers. sott de produtts non laitiers. tels qu ie vin' le caf6 et la 
10 chouaoute, on a recherch6 les souches produisant du dextrane. 

On mesure la production de dextrane dans un milieu contenant du saccharose. 

Pour ce faire, on inocule avec 1% de pr6culturede chacunedes 150 souches 10 ml de milieu DEX comprenant 1% 
de B.tryptone, 0.5% d*extrait de levure. 0,5% de K2HPO4. 6.5% de citrate d amrnoniun et 5% de saccharose. Puis, on 
laisse fermenter 4 30** C pendant 24 h. 
15 On a ainsi selectipnn6 k partir des 150 souches de depart, 16 souches capables de produire du dextrane. 

On inocule alors avec 1% de pr^ulture de chacune de ces 16 souches s6lectionn6es 150 nrti de milieu DEX. tel 
que d^crit ci-dessus. puis on laisse fermenter 4 30° C pendant 24 h. avant de mesurer ta viscosite du produit de ces 1 6 
cultures ainsi obtenues. On mesure la viscosit§. k Taide d'un viscom^tre k teoulement de 25 mm de diam^tre. 

Le tableau I ct*apr^s pr^ente les valeurs en secondes pour faire passer dans le viscom&tre k tosulement 100 ml 
20 de produit de chaque culture. La souche Al / pr6sent6e dans le tatileau I. a 6t6 utilis6e comme souche temoin n^gatif . 

Dans ce tableau, les souches A sont des souches de Leuconostocs sp„ les souches B sont des souches de Leu- 
conostoc mesenteroides ssp. cremoris, la souche 01 est une souche de Leuconostoc lactis, |es souches D sont des 
souches de Leuconostoc mesenteroides ssp, mesenteroides, 

25 

Tableau I 



35 



45 



50 



Souche 


Viscosity (S) 


Al 


11 


A2 


16 


A3 


14 


A4 


13 


A5 


18 


A6 


20 


A7 


19 


A8 




01 


17 


CNCM 1-1692 


22 


B1 


12 


B2 


14 


B3 


15 


01 


12 


D2 


14 


03 


15 


D4 


17 



55 Les r^sultats pr6sent6s dans le tableau I ci-dessus mettent en evidence le fait que la souche Leuconostoc mesen- 
teroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 pr^sente la vfscosit6 la plus §iev6e des 16 souches s6l6ctionn§es. On admet 
done que la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1 692 produit le plus de dextrane. 
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Etude de lac nc ntratt nderenzym dextrane-sucrase en f nction du temps de fermentati n 

On inocule avec 1% de pr6cutture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un 
milieu synth6tique contenant 2% de saccharose. 2% de K2HPO4, 0.5% d'extrait de levure. 0.5% de peptone, 0.02% de 
5 MgS04. 0,001% de MnS04. 0.001% de FeS04 et 0.001% de NaCI. On laisse fermenter k 30° C pendant 12 h dans un 
fermenteur de 51. 

Apr^s 4 h de fermentation, on pr6l6ve toutes les 2 heures. jusqu'^ 1 2 h d fermentation, un 6chantiilon d la culture 
ainsi obteruie. de mantle el mesurer la croissance de la souche par density opttque k 600 nm. 

Puis, on centrifuge chaque 6chantiIlon k 18000 g pendant 20 min k 4* C. on r6cup^re le surnageant. on ajuste son 
10 pH k 5,2 et Ton v^rrfie Tactivitd de la dextrane-sucrase. contenue dans le surnageant. par mesure de Tincorporation de 
radioactivity dans le dextran ^ partir de saccharose radioactif (J. Dert. Re& 1974, 53, 1355-1360): 

Le tatsleau II ct-apr^ pr6sente les r^suHats obtenus pour la mesure de la CToissance de la souche^ partir d*6chan- 
tillons. pr6lev§s toutes les 2 heures. entre 4 et 12 h de fermentation. 

De plus, le tableau II pr6sente les rdsuHats de la mesure de I'activil6 de la dextrane-sucrase contenue dans le surna- 
15 geant de ces 6chantillons. 



Tableau II 



dur|§e de la fermentation (h) 


4 


6 


8 


10 


12 


croissance (DOeooVIO 


0.034 


0,085 


0.21 


0.51 


0.53 


activity (u/ml) 




0.1 


0.17 


0.6 


0.61 



25 Les r^sultats mentionn^s au tableau II mettent en Evidence le fait que la concentration en dextrane-sucrase atteint 
sa valeur maximal e juste apr^s I'entr^e des bactSries Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris en phase stationnaire. 

Purification de renzynrm dextrane-sucrase et ddterminatfon de son activity specif ique 

30 On inocule avec 1% de prdcuiture de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM I- 1692 un milieu de culture 
contenant 0.2% de saccharose, 0,5% d'extrait de levure. 0,5% de peptone. 2% de K2HPO4. 0.02% de MgS04, 0,001% 
de MnS04. 0.001% de FeS04 et 0.001% de NaCI et on laisse fermenter k temperature ambtante pendant 12h tout en 
maintenant le pH A une valeur de 6,7. 

Puis, on centrifuge la culture ainsi pr6par6e k 18000 g pendant 20 min k 4*» C. 

35 On isole alors le surnageant contenant la dextrane-sucrase eX on ajusle son pH k une valeur de 5.2. avant de Tincu- 
ber pendant 4h ^ 4** C. 

On melange ensuite volume a volume le surnageant avec 33% de polyethylene glycol 400 et on taisse incuber k 
4" C pendant 5h sous agitation, de mani^re ei precipiter les proteines contenues dans le surnageant 

On effecute une centrtfugation k 18000 g epndant 20 min k 4° C. de mani6re k isoler le culot contenant les prot^i- 
40 nes pr6cipit6es. 

On suspend alors ce culot contenant les prot6ines pr6cipit6es dans 70 ml d'acetate d'ammonlum 20 mM, pH 5.2. 

On ajoute alors k cette suspension 600 ^g de dextranase et on laisse incuber le tout k 25° C pendant 1h. de 
maniere k dig^rer le dextran contenu dans la suspension par la dextranase. 

On effectue une dialyse de la suspension en presence de 70 ml d'ac6tate d'ammonium 20 mM, pH 5,2. de maniere 
45 k eiiminer leis molecules de glucose obtenues. apres digestion du dextran avec la dextranase. Puis on isole les prot6i- 
nes sur une colonne 6changeur d'anions (Fast Q, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, SU) que Ton a prealablement equi- 
libree avec un tampon d'acetate d'ammonium 20mM, pH 5.2. 

Les proteines sont eiuees sur un gradient Itneaire de NaCJ 0-0.5 M. 

On analyse I'activite de la dextrane-suaase des differentes fractions proteiques ainsi eiuees et Ton effectue une 
so eiectrophorese de ces fractions proteiques sur un gel SDS de polyacrylamide. 

On isole les fractions proteiques contenant la dextrane-sucrase et Ton mesure I'activite de la dextrane-suaase 
purif lee qui est de 1 05 u/mg. 

Capacite texturante des dextranes en fonction de la temperature d'incubation de Tenzyme 

55 

On met en evidence Tactivite de la dextrane-sucrase de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 
CNCM 1-1 692 d'une part k 30" C et A d'autre part e 4*» C et Ton vertfie ainsi la capacite texturante des dextranes k ces 
differentes terrperatures. 
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Pour ce faire. on prepare un add'rtif contenant de ia dextrane-sucrase active^ partir d'une cuHure de la souche de 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692. 

On rnocUe avec 1% de prdculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un 
milieu synth^ttque contenant 2% de saccharose, 2% de K2HPO4. 0.5% d'extrait d le\aire. 0.5% d peptone. 0.02% de 
5 MgS04. 0.001% MnS04. 0.001% d FeS04 et 0.001% d NaCI. On laisse fermenter ^ 30" 0 pendant 12 h. tout en 
maintenant le pH ^ 6,7. 

Puis, on realise une s6paration sur la culture par centrifugation k 18000 g pendant 20 min k 4** C. de mani^re k 
isoler le surnageant contenant la dextran -sucrase. 

On abaisse le pH du surnageant k 5,2 et on tncube ce surnageant pendant 12 h d 4'' C. 
^0 On pr^tpite alors 2 fois au polyethyl^neglycol ^ 4*" C les macromotecules du surnageant, de mani^re d purifier la 
dextrane-sucrase. 

Puis, on v^rif ie la capacity texturante des dextranes synth^tis^ par la dextrane-suaase ainsi isol^e, en incut>ant 
cette derni^re d'une part k 30*" C et d'autre part^ 4° C dans un tampon substrat contenant 20 mM d acetate pH 5,2. 
200 mM de saccharose et 20 mM de CaCl2. 
J5 Le takjieau IV ci-apr^s pr^nte les r6sultats de la texturation avec la dextrane-sucrase active de la souche de Leu- 
conostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 d'une part k 30** C et d'autre part 4° C. 



Tableau IV 



milieu 


conditions d'incubation 


texturation 


a 


30** C pendant 12 h 




4° C pendant 12 h 


+++++ 


a: milieu tanpon-substrat k pH 5,2 




-; absence de texture, 




+++++: bonne texture, tr^s ^aisse. 





Les r^uttats pr6sent6s dans le tableau IV mettent &y evidence le ^it que la dextrane-sucrase de la souche de Leu- 
30 conostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 permet de synth6tiser ^ 4'' C un dextrane ayant une texture 
agr6able et dpaisse. alors qu'^ 30° C, on obtient une solution turbide ne presentant aucune texture. Cette cliff6rence de 
texturation est sans doute due au fait que le dextrane ^ 4* C est sous forme de molecules avec des branches courtes 
et permet ainsi d*obtentr une texture agr^able et ^aisse. alors qu'^ 30° C. le dextrane se pr^sente sous forme de mot6- 
cules ayant des tranches tongues atrgn^es en parall^les avec la chaine prindpale. Ces mol^ufes ne permettent pas 
35 d'obtenir une bonne texture. 

Texturation d*unproduft laitier a vecia dextrane-sucrase 

On incube la dextrane-sucrase dans des conditions (milieu, temperature et pH) identiques ^ celtes qui prevalent 
40 lors de la de proration d'un ypgourt. 

Pour ce faire, on pr^are un additif contenant de la dextrane-sucrase active k partir d'une culture de la souche de 
ieaco/)os/oc mesenfero/des ssp. c/-er77or/s CNCM 1-1692. 

On inocule avec 1% de pr6culture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un 
milieu synth6lique contenant 2% de saccharose. 2% de K2HPO4. 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 0.02% de 
45 MgS04, 0,001% de MnS04, 0,001% de FeS04 et 0.001% de NaCI. On laisse fermenter k 30° C pendant une nuit, tout 
en maintenant le pH ^ 6,7. 

Puis, on r^lise une s^aration sur la culture par centrifugation k 18000 g pendant 20 rnin k 4° C, de mani^re k 
isoler te surnageant contenant la dextrane-sucrase. 

on abaisse alors le pH du surnageant k 5,2 et Ton incube ce surnageant pendant 12 h d 4'' C. 
50 On pr6cipite alors 2 fbis au poly6thyl§neglycol ^ 4° C les macromol6cules du surnageant de mani^re k purifier la 
dextrane-sucrase. 

On v6rifie alors la synthase de dextrane par la dextrane-sucrase. Pour ce faire. on incube la dextrane-sucrase 
d'une part dans un tampon-substrat k pH 6,4 contenant 20 mM d'ac^tate 200 mM de saccharose et 20 mM de CaCl2 
et d'autre part dans un lait-drink contenant 6% de saccharose. 
55 Le tak>ieau V ci-apr^s pr^sente les r^ltats obtenus pour la texturation avec la dextrane-sucrase de la souche de 
Leuconostoc mesentero/des ssp. cremor/s CNCM 1-1692. 
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Tableau V 


milieu 


c ndftionsd simulation 


textur 


a 


c 








b 


c 




d 


+++++ 


a: tampon-substrat pH 6,4. 




b: lait drink contenant 6% de saccharose. 




c: 5h d 37** C. puis on ajuste le pH ^ 4.7, on abarsse la temp6rature ^ 4*' C et Ton 


incube 24 h ^ 4* C. 






d: 5h k 20° C. puis on ajuste le pH k 4.7, on abaisse la temperature ^ 4" C et Ton 


incube 24 h a 4** C. 






-: absence de texture. 






+; peu de texture. 






+++++: bonne texture. 







Les r6sultats pr6sent6s dans le tableau V permettent de mettre en Evidence le fait que la dextrane-sucrase texture 
aussi un milieu laitier, mais ne fait plus de dextrane 6paississant apr6s 5 h d 37* C, Pour texturer des yogourts, on peut 
ajouter la dextrane-sucrase apr^s la fermentation, avant le stockage ^ 4" C. 

Les exemples ci-apr6s spnt pr6sent§s k titre d'illustration de I'utilisation du dextrane. de la dextrane-sucrase et/ou 
tfune souche productrice de ce dextrane et de cette dextrane-sucrase dans la fabrication d'une composition alimentaire 
ou cosm6tique selon la presente Invention. Les pourcentages y sont donnas en poids sauf indication contraire. 

Exemple 1 

On utilise la souche de Leuconostoc mesenterotdes ssp. cremoris CNCM 1-1692 selon la presente invention pour 
la fabrication de yogourts. 

Pour ce faire. on pr^are 11 d'une composition laitidre contenant 2.8% de graisses, additionn6e de 2% de lait 
ecr6m6 en poudre et de 6% de sacchairose, on la pasteurise ^ 96° C pendant 30 min puis on abaisse sa temp^ratui-e 
^42°C. 

Parall^lement. on reactive une pr^culture congel§ed*une souche de Streptococus thermophilus non 6paississante 
et pr6culture congel6e d*une souche de Lactobacillus bulgaricus non filantedans un milieu de culture MSK sterile, con- 
tenant 10% de poudre de lait reconstitute et 0,1% tfextrait de levure commerciale. 

On reactive 6galement une pr6culture congeI6e de la souche de Leuconostoc mesenterdides ssp. cremoris dans 
un milieu de culture MRS (lactobadlli MRS - Detroit - USA), puis dans un milieu de culture MSK st6rile, contenant 10% 
de poudre de lait reconstitute el 0,1% d'extrait de levure commerciale, additionnt de 1% de saccharose. 

On indcule alors la composition laititre pasteuriste avec 1% de chacune de ces prtcultures reactivtes, puis on 
laisse fermenter k 37° C jusqu'^ ce que le pH de cette composition laititre atteigne la valeur de 4.5. 

On realise ainsi des yogourts que Ton conserve ^ 4° C. 

Ces yogourts prepares avec une souche de leuconostoc mesenterotdes ssp. cremoris prtsentent une texture onc- 
tueuse au gout agrtaUe, surtout aprts 10 jours de conservation ^ 4° C. 

Exemple 2 

On utilise I'additif contenant de la dextrane-sucrase active seton la prfeente invention pour ia fabrication de 
yogourts. 

Pour ce faire. on inocule avec 1% de prtculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 
1-1 692 un milieu synth6tique contenant 2% de saccharose, 2% de K2HP04, 0.5% d'extrait de levure. 0,5% de peptone, 
0,02% de MgSOa, 0,001% MnS04, 0.001% de feSO^ et 0.001% de NaO. On laisse fermenter ^ 30° C pendant 12 h, 
tout en maintenant le pH k 6.7. Puis, on realise une separation sur la culture par centrifugation k 18000 g pendant 20 
min k 4° C. de manitre k isoler le surnageant contenant la dextrame-sucrase actve.On abaisse le pH du surnageant k 
5.2 et on precipite alors les macromolecules du surnageant ^ 4° C avec de I'ammonium sulfate, de manitre k isoler un 
pr6cipit6 contenant la dextrane-sucrase. On dialyse alors ce prtcipitt. de manitre k 6liminer I'ammonium sulfate. 
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Par ailleurs, on prepare 1 1 d'une composition laitidre contenarrt 2.8% de graisses, additionn^e de 2% de lait ecr6m6 
en poudre et de 6% de saccharose, on ta pasteurise ^ 96** C peridant 30 min puis on abaisse sa temperature A 42*» C. 

Paralldlement. on reactive une pr6culture congel6e d'une souch de Streptococus thermophilus non ^ssissante 
et une pr^culture congel6e d une souche de Lactobacillus bufgaricus non ffilante dans un milieu de culture MSK sterile, 
contenant 1 0% de poudre de lait reconstitu6 et 0. 1 % d'extrait de leyure commerdale. 

On inociile la composition taiti^re pasteuris6e avec 1% de chacune des cultures des deux souches, puis oh 
I1ncul)e^ 37*' Cjusqu'^ice que lepH de la composition Iaiti6reatteigne la valeurd 4,5. 
Puis, on ajoute sous agitation 1%o de dextrane-sucrase purifi6e. 
On realise ainsi des yogourts qu Ton conserv ^ 4* C. 

Ces yogourts pr§par6s avec la dextrane-sucrase purifi§e. synth§tis6e par Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris pr6sentent une texture onctueiise au gout agr^able, surtout apr^s 10 jours de conservation k 4° C. 

ExempleS 

On utilise, sous forme de poudre. I'additif contenant de la dextrane-sucrase active selon la prfeente invention, pour 
la fabrication de yogourts. 

Pour ce faire, on inocule avec 1% de pr6culture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris un 
milieu de culture contenant 9% de lait 6cr(§m6 en poudre, 0,1% d'extrait de levure, et 2% de saccharose. On laisse fer- 
menter k 30* C pendant 20 h tout en irtaintenant le pH k 6.7. On melange la culture volume k volume avec une solution 
de MSK d 20%. Puis, on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue d 5,2 par addition d acide lactique. avant de la s6cher 
par atomisation, de mani^re k oblenir I'additif contenant de la dextrane-sucrase active sous forme de poudre. 

Par ailleurs. on prepare 1 1 d'une composition laiti^re contenant 2.8% de graisses. additionn6e de 2% de lait ecr6m6 
en poudre et de 6% de saccharose, on la pasteurise ^ 96° C pendant 30 min puis on abaisse sa temp6rature k 42° C. 

Paratldlement. on reactive une pr^culture congel^ed*une souche de Streptococus thermophilus non ^paississante 
et une pr6culture congel6ed'une souche de Lactobacillus bufgaricus non filante dans un milieu de culture MSK sterile; 
corrtenant 10% de poudre de lait recoretitue et 0.1% d'extrait de levuris commerciale. 

On inocule la cohr^sttion Iaiti6re pasteurisee avec 1% de chacune des cultures des deux souches, puis on 
I'incube kWC jusqu'^ ce que le pH de la conposltipn laiti^re atteigne la valeur de 4,5. Puis, on ajoute sous agitation 
1 % de I'additif, sous forme de poudre. contenant la dextrane-sucrase active. 
On rj§alise ainsi des yogourts que Ton conserve d 4° C. 

Ces yogourts pr6par6s avec I'additif contenant de la dextrane-sucrase active, sous forme de poudre, pr6sentent 
une texture onctueuse au gout agr^able, surtout apr6s 10 jours de conservation k4°C. 

Revendications 

35 

1. Souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane. 

2. Souche selon la revendication 1. d6pos6e a la CNGM sous le num6ro 1-1692. 

40 3. Souche selon la revendication 1, d^pos^e k la CNGM sous le num^ro 1-1693. 

4. Souche selon la revendication 1, produisant le m§me dextrane que la souche CNCM 1-1692 ou que la souche 
CNGM 1-1693. 

45 5. Souche selon I'une des revendicatior^ 1 ,3 et 4, ne fermentant pas le lactose. 

6. Proc6d§ de production de dextrane. dans lequel: 

- on inocule avec une pr^lture d'une souche selon I'une des revendications 1 -5 un milieu de culture contenant 
50 du saccharose, 

- on laisse fermenter k 25-35° C pendant 10-20 h, 

- puis on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue k 5-5,5, avant de la stocker d 0-10° G pendant 16-48 h. 

7. Proc6d§ selon la revendication 6, dans lequel le milieu de culture contient au moins 2% de saccharose. 

55 

8. Proc6d6 selon la revendication 6, dans lequel on melange la culture k un milieu laitier juste apr^s I'etape de fer- 
mentation. 
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8. Proced6 selon la revendication 6. dans lequel on la cultur apr6s r6tap de stockage. 

9. Composition alimentaire ou cosm^tique, conpr nant du dextrahe de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 
susceptible d'dtre obtenu par la mis en oeuvre du proc6d6 selon Tune des revendications 6-8. 

10. Proced6 de production d'un additif contenant de la dextrane-siK^as active dans lequ^ on inocule avec un 
pr6culture d'une souche selon Tun des revendications 1 -5 un milieu contenant du saccharose, puis on taisse fer- 
menter 25-35- C pendant 10-20 h. 

1 1 . Proc6d6 selon la revendication 10. dans lequel le milieu de culture contient au moins 2% de saccharose. 

12. Proc6d6 selon la revendication 10. dans lequel. apr^s la fermentation, on ajuste le pH de la culture k 5-5.5 puis 
on s^e cette cu|tur& 

13. Proc6d6 selon la revendication 10. dans lequel on realise une separation sur la culture aprds la fermentation, 
de ntani^re k isoler le surnageant contenant la dextrane-siicrase. 

14. Proc§d6 selon la revendication 13. dans lequel on ajuste le pH du surnageant k 4.9-5.7, on le stocke k Q-W 
C pendant 15-30 h. puis on pr6cipite les macromol^cules conienues dans le surnageant de mani^re k isoler un 
pr6cipit6 contenant la dextrane-sucrase. ■ 

15. Proc6d6 selon la revendication 14. dans lequel on effectue une dialyse du pr6cipit6 contenant la dextrane- 
sucrase. 

1 6. Proc6d6 selon I'une des revendications 14-15. dans lequel on stocke le pr^ipit6 contenant la dexb-ane-sucrase 
k une temperature inf^rieure ^ -4° C. 

17. Composition alimentaire ou cosm6lique. comprenant un additif contenant de la dextrane-sucrase active de . 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d'etre obtenu par la mise en oeuvre du proc^6 selon Tune 
des revendications 10^16. 

18. Proc6d6 d'utilisation d'une souche selon Tune des revendications 1 -5. pour la fabrication d'une composition ali- 
mentaire ou cosm6tique. 
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